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- RECOMENDACIONES PARA EL ALMACENAMIENTO DE SUEROS ABSORBIDOS
EN PAPEL DE FILTRO BAJO CONDICIONES RURALES, PARA EL DIAGNOGSTICO
DE INFECCION CHAGASICA CON LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Cornelis J. MARINKELLE, Nhora de SANCHEZ, Max GROGL y Felipe GUHL (1)

RESUMEN

Anticuerpos inmunofluorescentes contra la enfermedad de Chagas absorbidos en pa- .
pel de filtro, son afectados por altas temperaturas medioambientales y altas humeda-
des relativas. Cuando los papeles de filtro se mantuvieron en bolsas de polietileno con
gel de silica a 25°C 0 a temperaturas inferiores y se almacenaron durante un ano, los ah-
ticuerpos bajaron solamente un titulo. Se dan recomendaciones para mejorar el almace-
namiento de las muesiras en papel de filtro bajo condiciones rurales durante largos pe-

riodos de tiempo.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas prevalece en
areas rurales donde no existen facilidades pa-
ra realizar pruebas serodiagnosticas, sin con-
tar con que el envio de sueros a distantes cen-
tros de diagnoéstico es usualmente complicado.
Existe un método practico para mandar mues-
“tras de suero o sangre para diagnosticar con
pruebas geroldgicas como la inmunofluores-
cencia indirecta (IFI) y Ila hemaglutinacion
" indirecta (IITA), varias enfermedades para-
sitarias. El método consiste en la absorecidn
de suero o de gotas de sangre en papeles de
filtro 1-3.5-7, La ventaja es la facllidad de en-
viar muestras desde areas lejanas, hacia la-
boratorios especializados; por ejemplo por via
aérea,

En general se considera que, tanto altas
temperaturas como altas humedades ambien-—
tales, tienen un efecto deteriorante sobre an-
ticuerpos presentes en el papel de filtro, al-
macenados por periodos de tiempo prolonga-
dos: Sin embargo, hasta donde sabemos, no
existen estudios detallados sobre el efecto de
la temperatura y la humedad en Ia conserva-
cién de titulos contra enfermedades parasi-
“tarias, eomo la enfermedad de Chagas.

MATERIALES Y METODOS

. Se cortaron discos de papel de filtro
Whatman No. 42 de 7 mm de diametro, cada
uno de los cuales permitié absorber ca 0,005
ml de un suero pafron. Los papeles se distri-
buyeron en diferentes tubos de ensayo tapa-

_dos posteriormente con algoddén. Un grupo de

elios se sometié a una humedad relativa supe-

-rior al 90% con algoddn hiimeda. Otro gru-

. po con gel de silica, con humedad relativa in.

ferior al 10%; mientras un tercer grupo per-
manecid a condiciones ambientales, Todos los
tubos de los dos primeros grupos se guarda-
ron en bolsas de polietileno bien selladas, co-
locandolos después a diferentes temperaturas:
36oC+10C, 25°C+19C, 20°C-+19C, 4°C11°C ¥
—20°C, durante un periodo de tlempo entre
dos semanas y 16 meses, Bl tercer grupo se
mantuvo durante el mismo tiempo a tempe-
ratura (ea 18-22°0) y humedad relativa de la-
boratorio (30-35%). '

A los sueros extraidos de los discos de pa-
pel de filtro se les practicd la prueba de IFI4
en duplicado, a las dos semanas 3, 6, 12, 14 y
16 meses respectivamente después de haberse-
guardado. '

(1) Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia, Universidad de los Andes, .A.A, No. 4976, Bogotd, Colombia.

12




MARINKELLE, C. J.:

SANCHEZ, N. de; GROGL, M. & GUHL, F. — Recomendaciones para el almacenamlento

de sueros ahsorbidos en papel de filtro bajo. condiciones rurales, para._ el diagnéstico. de infeccién chags-

sica con la prueba de inmunofluoreseencia.

Rev. Inst.

Med, irop, Sde Paule 20:112-114, 1978

Parg llevar a cabo la reaccidn, se sacaron
de cada tubo de ensayo dos discos de papel de
filtro con 0,005 ml de suero patréon. Utilizando
una microplaca se les agrego 0,070 ml de PBS
pH 7, 2 a cada par de circulos, permanecien-
do alli durante media hora; tiempo suficien-
te para la dilucién del suero del papel de fil-
tro. Al final se obtuvo una dilucién de 1:8. A
partir de ésta se hicieron las siguientes dilu-
clones 2. Durante la ejecucion de la prueba de
IFI, se incluyeron como controles sueros po-
sitivos con titulos conocidos ¥ sueros negati-

VOs.

Una parte del suéro original, utilizado

para la preparacion de los papeles de filtro,
se dividid en pequefios volimenes que se man-
tuviercn a -70°C.

=Este suerc patron tenia un titulo inieial

de 1:256 para anticuerpos contra antigeno de
Trypanosoma cruzi, .

RESULTADOS

Los resultados obtenidos con la prueba de

IFT se muestran en la Tabla I. Los sueros ex-

T ABLA I

Titulos de anticuerpos contra Trypanosoma erxuzi mediante la prueba indirecta de inmunofluorescencia en el
suero patrén extrajdo de papeles de filtro, anteriormente mantenidos a diferentes condlcione; ambientales duran--
te diferentes periodos de tiempo.

Temperatura Humedad Tlempo de almacenamiento de los papeles de filtro
= 1°C relativa (meses).
% 0.5 3 ; 12 14 16
-+ 36eC = 80 1:256 1:128 <1:16 <1:16 <1:16 <1:18
+ 36eC < 10 1:256 1:256 1:64 <1:186 <1:16 <1:16
+ 250C > 90 1:356 1:128 1:32 <1:16 <1:16 <1:16"
+ 2500 < 10 1:256 1:256 1:128 1028 164 <1:16
—+ 200C = 90 1:256 1:128 1:128 1:64 1:32 <1-:16
+ 18 — 229C 30 — 35~ 1:256 1:128 1:32 <1:16 <1:16 <1:16
4+ 200C < 10 1:256 1:256 1:128 1:128 1:128 1:32
+ #C > 90 1:256 1:256 L 1:128 1:398 0 128 164
4 40C < 10 1:256 1:256 1:256 1:256 1:128 1:64
— 200C = 00 1:256 1:256 1:256 1:256 1:256 1:128
— 2000 <7 10 1:285 1:256 1:256 1:256 1:256 1:128

* Condicién de laboratorio,

traidos de los papeles de filiro que se man-
tuvieron con humedad relativa superior al

90% v a temperaturas superiores a 20°C, ba- .

jaron sus titulos mas rapidamente que agquel-

rolégicos en condiciones rurales, darén resul-
tados confiables si las siguientes recomenda-
clohes se tomaran en consideracidn:

los que se guardaron a una humedad inferior 1) Los papeles de filtro deben procesarse en-
al 10% y a temperaturas entre -49C y 20°C. tre los primeros tres meses cuando per-
i . manecenn guardados a altas humedades
Los papeles de filtro guardados a terpe- relativas como g temperaturas superiores
ratura ¥y humedad de laboratoric dieron los a 209C.
mismos titulos que aquellos que permanecie-
ront a 25°C con humedades relativas altas. El 2) En condiciones donde las temperaturas
sueron control mantenide a -70°C durante los son superiores a 20°C, los pap é;leh fﬁ;} il
16 meses del experimento conservo su titulo tro se deben guardar enf”’ amﬁ en%e éé?qjo
de 1:256, Esta condicion se pued ograr en cual AN
guier sitio guardando 105 papeles encishbl- w\\'
DISCUSION Y RECOMENDACIONES sas de polletﬂeno con F_ : 9;3
Los resultados indican que la preservaciéon 3) Cuando se pueden almz\a, enar los papeles S /

~de sueros sobre papel de filtro para fines se-

de filtro en refrlgeracﬁn 0 congelacmm :
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las muestras se pueden mantener duran-
te un afio sin perdldas mayor-a un t1tu-
lo de anticuerpos.

Aunqgue una variacién de un titulo es ge-
neralmente considerada como insignificante,
durante nuestros éstudios niinca se enconird
diferencia en titulos del suero eontrol! mante-
-nido a -70°C, Esta es la razon por la cual va-
riaciones en un titulo del suero en el experi-
mento se mencionan en la tabla.

SUMMARY

Recommendations for the storage of serum

absorbed on filter paper in rural area, fof the

dxagnos:s of Chagas’ disease by immunofluo-
rescent test,

Immunoﬂuorescent antibodies against
Chagas’ disease in serum absorbed on filter

paper are effected by high enviromental tem- -

peratures and high relative humidities.

When filter papers were kept in plastic
bags with silical gel at temperatures of 25°C
or lower, and stored over a period of one year,
antibodies decreased only with one ftiter.

Recommendations are given to improve
the storage of the filter paper samples under
rural conditions for longer periods of time.
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